サイボウ サイズ ノ リンシシツ ベシクル チュウ ニ オケル DNA コウジ コウゾウ テンイ ト テンシャ ハツゲン ハンノウ by 加藤, 絢子
  
 
 
 
 
細胞サイズのリン脂質ベシクル中における 
DNA 高次構造転移と転写・発現反応 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
加藤絢子 
 
 
 
本論文中で扱うおもなリン脂質の構造式および略語表記 
 
 
 
 
16:0 PE
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DPPE)
18:1 PE
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eggPC
18:1 PC 
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC)
18:0 PC
1,2-di-O-octadecyl-sn-glycero-3-phosphocholine
16:0 PC
1,2-di-O-hexadecyl-sn-glycero-3-phosphocholine
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 1 
緒言 
 
地球上にはm スケールから m スケールまで様々な生物が存在するが、
それらはリン脂質膜で囲まれた数～数十 m の細胞を基本的な構成単位
としている。各々の細胞内には遺伝情報を担う DNA が存在し、その遺伝
子発現は脂質二重膜で区切られたm スケールの微小な環境に依存した特
異性を示すと考えられる。しかし、この様な環境が細胞内の諸反応に対し
てどの様な影響を及ぼすかについては十分には理解されていない。 
近年の研究により、溶液中に存在する数十 kbp以上の長いDNA分子は、
細胞内に多量に存在するポリアミン(スペルミン、スペルミジン)といった
縮合剤の影響によりコイル状態からトロイドやロッド構造のような非常に
コンパクトな折り畳み状態への大きな密度変化を伴う高次構造転移を示す
ことが明らかにされている(1-5)。さらに、長い DNA 分子の高次構造の変化
と転写活性との間に相関があることが in vitro の系で報告されている(6, 7)。 
しかし、細胞内では、DNA と他の分子はマイクロスケールの狭い空間に
存在している。バルク中(一般的な in vitro の系)で起こる反応が、細胞内環
境でも同じように生じるかについてはまだ解明されていない。細胞内で起
こる分子反応の特性について理解するためには、バルク中の反応に加えて、
リン脂質膜に囲まれた細胞サイズ空間に閉じ込められた条件下での反応を
検証することは有効であると考えられる。最近では、いくつかの方法を用
いて DNA、タンパク質、およびその他の生化学的反応の成分を封入した巨
大なリン脂質小胞 ( > 1 m の直径)を作成することが可能となっており、
小胞内で転写、翻訳など様々な反応が再構成された人工細胞モデルの研究
も進んでいる(8-12)。また、リン脂質膜で囲まれた油中水滴(“water-in-oil” 
microdroplet, 以下ベシクル, Fig. 2)の作成についても検討されてきた(13, 14)。
これらを利用して微小な細胞環境における反応や機構の特異性を明らかに
することは、生命現象の本質に迫る研究につながると考えられる。 
そこで著者は、細胞にとって必要不可欠なリン脂質膜と DNA との相互
作用・性質に着目し、細胞に特徴的なリン脂質膜で囲まれたm サイズの
空間における DNA の構造転移と転写反応との関連をボトムアップ式に検
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証することで、細胞内で生じている反応におけるリン脂質膜や微小環境の
影響を明らかにする第一歩とした。第一章では、脂質一重膜に囲まれた細
胞サイズの水滴すなわちベシクル(14) を用いて、バクテリオファージ T4 の
ゲノム DNA(T4 DNA, 166 kbp)の分布と構造変化に対するマグネシウム
(Mg2+)およびスペルミン、ベシクルサイズの影響を検討し、さらに DNA
－膜相互作用と転写活性との関連について検討した。第二章では、実際の
細胞膜に特徴的な、様々な種類のリン脂質、糖脂質、コレステロールなど
が不均一に分布するリン脂質二重膜構造の簡単なモデルとして、細胞膜の
組成を模倣したリポソーム(GUV：giant unilamellar vesicles)を作成し、DNA
とGUV膜の相互作用によるDNAの構造転移へのリン脂質膜の相分離の影
響を検証した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第一章 リン脂質ベシクル中の T4 DNA の高次構造転移と転写活性 
 
本章では、リン脂質に囲まれたmスケールの環境がDNAの高次構造や
機能発現(転写活性)に与える影響について検証した。ベシクル中の DNA
の分布および構造変化において、リン脂質膜、リン脂質膜と結合する Mg2+、
および DNA の高次構造転移を引き起こすスペルミンの影響を検討した。
さらに、リン脂質膜と DNA の相互作用による DNA の高次構造転移と転
写活性との相関について検討した。 
実験は、T4 DNA を含む転写反応溶液をリン脂質膜で囲まれたベシクル
に封入して行った。 
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第一節 水溶液中の T4 DNA の高次構造変化と転写活性との相関 
 
T4 DNA は、線状の二本鎖 DNA である。T4 DNA をインターカレータ
ー型蛍光色素 YOYO-1 で染色し、水溶液中で蛍光観察すると、Fig. 1A（a）
に示すように、コイル状に広がった状態で存在する。得られた蛍光像より
DNA 分子の長軸長を求めると、4.03±0.90 m である。次に、この溶液に
4 価のポリアミンであるスペルミンを加える。スペルミン濃度 1.5 mM で
は、Fig. 1A（b）に示すように、密に凝縮した構造をとる(長軸長 1.09±0.27 
m)。これは、DNA のようなセミフレキシブルな荷電高分子の特性である
高次構造のコイル⇔グロビュールの一次相転移である。すなわち T4 DNA
は、スペルミンにより、高次構造がほどけた状態(コイル状態)から密に折
りたたまれた状態(凝縮状態)へと転移した(Fig. 1B)。 
  
次に、この高次構造転移と転写活性の相関を見るために、T4 DNA から
の大腸菌RNAポリメラーゼによるRNA合成反応を測定した。Fig. 1Cは、
転写反応溶液中の蛍光強度の時間変化を測定した結果を示したものである。
転写反応液中に、UTP-γAmNS を加えておく。UTP-γAmNS は、合成
される RNA 分子に UTP として取り込まれるときに、γAmNS の部分が
解離し、蛍光性分子として溶液中に放出される。すなわち、合成される RNA
分子の総量に対応して、反応溶液中のγAmNS の蛍光強度が増大していく。
スペルミン 0 mM では、時間とともに蛍光強度が増大し、RNA 合成が行
われていることが確認された。一方、スペルミン 1.5 mM を加えた試料に
おいては、蛍光強度の増大は全く観察されず、RNA 合成が行われなかった。
よって、T4 DNA がコイル状態にあるときには、転写反応が起こり、密に
折りたたまれたグロビュール状態では、転写が起こらないこと、すなわち、
T4 DNA において、高次構造転移と転写活性との間に相関があることが確
認された。この 166 kbp の長さを持つ T4 DNA における報告は、すでに報
告されている 106 kbp の DNA で認められた知見(9)と同様の結果である。 
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Fig. 1. T4 DNA の高次構造転移と転写活性  
A：T4 DNA 一分子の蛍光顕微鏡画像と模式図 ；(a) spermine 0 mM, (b) 
spermine 1.5 mM. B：spermine により引き起こされる DNA の構造転移；
縦軸: T4 DNA 一分子の長軸長 (L)、横軸: spermine 濃度. C：DNA の高
次構造と転写活性；縦軸: RNA 合成量，横軸: 時間 
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第二節 DNA を封入したベシクルの作製 
 
次にリン脂質ベシクル中の T4 DNA の挙動を検討するために、ベシクル
を用いた。作製法は、ミネラルオイルに 1 mM のリン脂質を分散させ、油
相とする。水相は T4 DNA を含む転写反応溶液とした。リン脂質は、細胞
膜 を 構 成 す る 脂 質 の う ち 二 重 膜 の 外 側 の 膜 に 多 い
phosphatidylcholine(PC)と同じ親水基を持つリン脂質と、内側の膜に多い
phosphatidylethanolamine(PE)と同じ親水基を持つリン脂質を使用した。 
 
100 L のミネラルオイルに対し、5 L の水溶液を入れてピペッティン
グにより混合し、直径 10～100 m(細胞サイズ)のベシクルを作製した(Fig. 
2)。ここでは共焦点蛍光顕微鏡を用いて直径が 20～60 m のベシクルを観
察した。 
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Fig. 2. T4 DNA を封入したベシクル  
A (a)透過光画像、(b) 蛍光リン脂質 TRITC-DHPE、(c) YOYO-1 で
染色した T4DNA、(d) (b)と(c)の合成、 B 模式図 
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第三節 DOPE および eggPC ベシクル中の T4 DNA の分布       
＜Mg2+の影響＞ 
 
T4 DNA をリン脂質 DOPE (dioleoylphosphatidylethanolamine)、eggPC で囲
まれたベシクル中に封入し、T4 DNA の膜との相互作用と Mg2+の影響を検
証した。蛍光色素 YOYO-1 で染色した T4 DNA をベシクルに封入し、ベシ
クル中の T4 DNA の分子を共焦点蛍光顕微鏡で観察した (10 mM Tris-HCl 
pH7.5 ,100 mM KCl) (Fig. 3)。直径 20～60 mのベシクル中において平均 100
分子の T4 DNA が取り込まれる実験条件である。 
DOPE ベシクル中において、T4 DNA は Mg2+非存在下では水相中に分布
したが(Fig. 3A (a))、Mg2+ 10 mM 存在下では膜表面に分布した(Fig.3A (b))。
一方、eggPC ベシクル中においては、Mg2+存在下および非存在下の両条件
で T4 DNA は水相中に分布した(Fig.3B)。 
PE や PC などの両性イオン脂質はDNA とは直接的には相互作用しない。
しかし、リン脂質親水基の負に帯電したリン酸基に Mg2+を介して DNA が
吸着したと考えられる。PC と PE では親水基の大きさが異なり、これが
Mg
2+との親和性に影響を与えることでDNAの吸着が異なると推察される。 
 
 
 
 
※今回用いた eggPC とは、Hydrogenated Egg phosphatidylcholine 
(16:0) 34％、(18:0) 58％、(20:0) 5％、(22:0) 3％の飽和脂肪酸である。 
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Fig. 3. ベシクル中の DNA の分布 
A： DOPE (a) Mg2+ 0 mM, (b) Mg2+ 10 mM,  
B： eggPC (a) Mg2+ 0 mM, (b) Mg2+ 10 mM 
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第四節 DOPE ベシクル中の T4 DNA の高次構造  
＜T4 DNA の一分子観察＞  
 
溶液中および DOPE ベシクル中において T4 DNA 分子の構造変化を一
分子観察により評価した。超高感度カメラ (EM-CCD または EB-CCD) に
より、T4 DNA 一分子の蛍光のリアルタイム画像を撮影した。T4 DNA は、
共焦点顕微鏡で観察した条件の 10 分の 1 の濃度とした (直径 40 m のベ
シクル中に 10 分子前後の T4 DNA 分子が入る)。 
代表的な T4 DNA 分子の蛍光画像を(Fig. 4, Fig. 5) に示す。 
 
Fig. 4. ベシクル (droplet)中の DNA 分子の蛍光顕微鏡画像 
(a) Mg2+ 0 mM, spermine 0 mM,(b) Mg2+ 10 mM, spermine 0 mM, 左: 
赤道面上、右: 底面, (c) Mg2+ 10mM, spermine 1.5 mM, (d) Mg2+ 10 mM, 
spermine 1.5 mM, 左: 赤道面上、右: 底面 
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(a) Mg2+ 0 mM スペルミン 0 mM の条件では、T4 DNA の高次構造はコ
イルであり、水相中に分布してブラウン運動をしていた。DNA は膜
に結合した状態をとらない。 
(b) Mg2+存在下では (Mg2+ 10 mM, スペルミン 0 mM) T4 DNA は、膜
内面上に吸着し、溶液中のコイル状の DNA よりもさらに広がった状
態をとった(右：底面参照)。膜面上の DNA は完全に固定されてはお
らず(左：赤道面上参照)、分子鎖内運動をしていることが観察された。 
(c) スペルミンが存在すると(Mg2+ 0 mM, スペルミン 1.5 mM)、T4 DNA
の高次構造は凝縮状態であり、その多くはベシクルの水相に分布して
ブラウン運動していた。 
(d) Mg2+とスペルミンの両者が存在すると(Mg2+ 10 mM, スペルミン
1.5 mM)、T4 DNA の高次構造は、ベシクル中ではコイル(右：下面
参照)の状態で膜内面上に分布した。膜表面の DNA は完全に固定さ
れてはおらず(左：赤道面上参照)、分子鎖内運動をしていることが観
察された。この条件では、溶液中で凝縮状態であったにもかかわらず、
ベシクル膜面上では広がった状態で存在していた。 
 
 
すなわち、スペルミン 1.5 mM 存在下、T4 DNA は水相に存在するとき
には凝縮状態である(c)。 
ところが、Mg2+ 10 mM 共存下で、DOPE ベシクル中では DNA が膜に
吸着して、折りたたまれていた DNA が広がる様子が観察された(d)。 
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さらに連続画像の詳細な観察から、膜表面に存在する DNA 分子は、完
全に膜に張り付いていない。矢印で示した箇所で膜に吸着し、他の部分は
動いている様子が確認された (Fig. 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5. DOPE ベシクル膜表面の DNA 分子の連続画像 
Fig.4 の(b)の条件に対応している。(b-1) 0s、(b-2) 0.2s、(b-3) 0.6s 
 12 
・溶液中とベシクル中の T4 DNA の長軸長のヒストグラム 
 
溶液中および DOPE ベシクル中において T4 DNA 分子の構造変化を一
分子観察により評価した。T4 DNA 蛍光顕微鏡画像から、「長軸長 L」を計
測し、 分布をヒストグラムに示した(Fig. 6)。（実験の部参照）。比較のた
めに Mg2+、スペルミンを含む水溶液中における T4 DNA の高次構造の一
分子観察を同様に行い、DNA 分子の長軸長のヒストグラムを作成した（Fig. 
6）。下にそれぞれの条件下での DNA の長軸長の平均（m）を示す。 
 
 in bulk solution in droplet 
(a) 4.87±1.01 m  コイル 4.53±0.95 m  水相中 コイル 
(b) 4.26±1.03 m コイル 6.66±1.48 m  膜表面 コイル 
(c) 1.06±0.19 m  凝縮 1.15±0.74 m 水相中 凝縮 
(d) 1.15±0.71 m 凝縮 6.80±1.59 m 膜表面 コイル 
 
 
Mg2+非存在下では、スペルミンの有無に関わらず、溶液中と DOPE ベ
シクル中の T4 DNA の高次構造の違いは見られなかった。また、DOPE 中
の T4 DNA は水相に分布していた。 
一方、Mg2+ 10 mM 存在下では、スペルミンの有無に関わらず、DNA は
DOPE 膜内面上に分布する。さらに、溶液中でスペルミンにより凝縮構造
となった T4 DNA も、ベシクル中では膜上に吸着しコイル状態になる。膜
面上にコイル状態で存在する T4 DNA は、溶液中のコイル DNA よりも広
がっている様子が観察された。 
  
 
 
 
 
Table 1. Fig. 6 に示したそれぞれの条件下の DNA の長軸長と存在状態 
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Fig. 6. バルク溶液中とベシクル中の T4 DNA の長軸長の分布 
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・ベシクル中の DNA 状態図 
 
スペルミン (0, 0.5, 0.8, 1.0, 1.5, 1.8 mM) 、Mg2+ (0, 2, 3, 5, 7, 10 mM)
の条件で実験を行った。Fig. 7 に DNA の状態図を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7. DOPE ベシクル中の DNA の状態図 spermine と Mg2+の影響 
PhaseⅠ：コイル状態で水相中に分布 
PhaseⅡ：膜表面に分布し引きのばされた構造 
PhaseⅢ：凝縮状態で水相中に分布 
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第五節 DNA の状態とベシクルサイズとの相関 
 
Mg2+ 10mM、 スペルミン 1.5 mM 条件下、直径 20~200 m のベシク
ル中の T4 DNA の分布を調べた。直径 20～60 m のベシクル中では、ほ
ぼすべてのベシクルで、DNA 分子は PE 膜表面に吸着した。一方、直径
100 m 以上のベシクルでは、DNA が PE 膜表面と溶液中に分布したベシ
クルと、すべてのDNAが溶液中に分布したベシクルの割合が増加した(Fig. 
8)。  
このように DNA と PE 膜との相互作用およびそれに伴う DNA 高次
構造転移はベシクルサイズに依存する結果となった。本研究の実験条
件では、ベシクル中の DNA の膜への吸着や構造転移には、数十m
スケールの空間内に拘束されることが重要な要素であることが示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8. PE ベシクルサイズと DNA の分布の状態 
A：すべての DNA が膜表面に吸着 
B：水相中と膜表面に分布 
C：すべての DNA が水相中に分布 
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第六節 DNA の長さと分布との相関 
 
Mg2+ 10 mM 溶液条件下、T4 DNA (166 kbp)と linearlized plasmid DNA 
(6 kbp) をそれぞれ 40～60 m のベシクル中に封入した結果を Fig. 9 に示
す。DOPE ベシクル中に封入したところ、T4 DNA はリン脂質膜表面に分
布し(a)、 plasmid DNA は溶液中に分布した(b)。一方、eggPC ベシクル中
に封入した DNA は、T4DNA (c)、plasmid DNA (d) 共に溶液中に分布した。 
これらの結果から、膜と DNA の相互作用にはリン脂質の種類に加え、
DNA の長さも重要なファクターであると考えられる。短い DNA は長い
DNA に比べて膜との結合点が尐なく、相互作用が小さくなるためと考えら
れる。また、細胞内においても外部から導入された DNA や短く切断され
た DNA は、本来の細胞がもっていた DNA とは生体膜との相互作用が異な
る可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9. ベシクル中の DNA の分布 
(a) DOPE ベシクル中 T4DNA (166 kbp) 
(b) DOPE ベシクル中 plasmid DNA (6 kbp) 
(c) eggPC ベシクル中 T4DNA (166 kbp) 
(d) eggPC ベシクル中 plasmid DNA (6 kbp) 
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考察 
 
Mg
2+ 存在下、DNA が DOPE で囲まれたマイクロメートルスケールの空
間 (ベシクル中) に閉じ込められることで、DNA の膜表面への吸着が誘発
されたが、eggPCベシクル中では吸着は起こらなかった (Fig. 3)。 
カチオン性脂質と DNA の相互作用については、これまでに DNA とカチ
オン性脂質を含んだ膜が結合することが報告されている(15-17)。一方 PE や
PC などの両性イオン脂質については、DNA と直接的には相互作用しない
ことが示されているが、Ca2+ および Mg2+ といった二価陽イオンと相互作
用することにより可能となる(18-23)。このような事実から、脂質膜を構成す
るリン脂質親水基の負に帯電したリン酸基が二価カチオンを介することに
より脂質膜が正電荷を帯びると考えられる (18, 19)。この場合、DNA 分子と
PE 膜表面との相互作用はかなり弱くなると考えられる。実際 DNA 分子は
一分子内のいくつかのポイントで膜に付着し、ポイント間の他の部分は膜
表面から離れていた。また、DNA 分子は 10 mM の Mg2+ 存在下でも eggPC
膜に吸着していない (Fig. 3)。以前のレポート(20-22)を考慮すると、Mg2+ 存
在下ベシクルのPC膜表面の静電的性質はPE膜と大きく異なることはなく、
両方の PE 膜と PC 膜の表面はわずかに正に帯電される。したがって、Mg2+
の PE 膜の Mg2+ 濃度は PC 膜の値と比較してそれほど大きくないと想定す
ることができる。しかし今回の実験では、ベシクル中の DNA は PE 膜には
吸着するが、PC 膜には吸着しなかった。 
 
また、特定量の縮合剤スペルミンが存在する条件下では、DNA のリン脂
質膜への吸着に伴い DNA 分子が折り畳まれた凝縮状態から膜表面上で広が
った構造へと高次構造転移を起こした(Fig. 6, Fig. 7)。また、大きなベシク
ル中に閉じ込められた DNA 分子は水相に分布する傾向がある(Fig. 8)とい
う実験結果は、このシステムで微妙なバランスが働いていることを示唆し
ている(Fig. 8)。 
熱力学的解析によると、吸着 (閉じ込められた三次元空間内から二次元
表面上) による DNA 分子の並進エントロピーの損失が、マイクロスケール
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空間内に閉じ込められた DNA 分子の立体構造の動作を決定する重要な要
素であることを示唆している。このような環境下 (ベシクル中) において
は、DNA 分子が膜に吸着することによる並進エントロピーの損失は、膜と
のインタラクションによる自由エネルギーの利得 (凝縮状態と膜面に吸着
して引き伸ばされた状態の自由エネルギーの差) に匹敵する。そのため、
膜表面の静電気力そして、閉じ込められた体積のわずかな違いが吸着が起
こるか起こらないかを決定する要因となると考えられる。すなわち、スペ
ルミンや Mg2+ 濃度、ベシクルサイズ、DNA の長さなどにより、DNA の
存在状態が容易に影響を受けるものと考えられる。 
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第七節 ベシクル中の DNA の転写活性に対するリン脂質膜の影響 
  
リン脂質に囲まれたm スケールの環境が DNA の機能発現 (転写活性)
に与える影響について検証するために、ベシクル中で転写反応を起こし
RNA 合成量を測定した。 
 
水相には第一節と同じ転写反応溶液 (T4 DNA、 0.25 mM ATP, GTP, CTP, 
10 mM Tris –HCl, 100 mM KCl) に MgCl2 5～20 mM、転写活性を蛍光測定
するための UTP-γAmNS を加えた。最後に E.coli RNA ポリメラーゼを加え
それぞれ DOPE ベシクル、eggPC ベシクル※に封入し 37℃で 3 時間反応さ
せた。コントロールとして、溶液中(チューブ内)で反応させた試料を DOPE
ベシクル中に封入した。UTP-γAmNS 法では RNA 合成量に比例して蛍光
強度が強くなるため、それぞれのベシクルを共焦点蛍光顕微鏡により撮影
して蛍光強度を測定した。ベシクルの赤道面上に焦点をあわせて撮影し、
円の中心部(2/3 半径) の蛍光強度を測定した (Fig. 10)。 
その結果、DOPE ベシクル中では溶液中と比較して RNA 合成量(転
写反応量)は 1/3 程度に抑えられ、eggPC ベシクル中では、溶液中と差
は認められなかった。DOPE ベシクル中では DNA が膜表面に吸着した
ことが、転写活性が抑えられる要因になったと考えられる。 
今回の実験で扱ったベシクルの直径 30～110 m の範囲ではサイズ
による違いは確認されなかった。しかし、第一章 Fig. 8 の実験結果か
ら、100～200 m のベシクルではサイズの影響が表れると予測される。 
 
※eggPC 単体では、ベシクルが球形の形状を保つのが困難であったため、
ここでは変わりに eggPC/DOPE 混合ベシクルを用いた。eggPC/DOPE 混
合ベシクル中の DNA の状態は、eggPC ベシクル中と同じであることを確認
した。 
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eggPCベシクル中
DOPEベシクル中
溶液中
Fig. 10. 溶液中、eggPC ベシクル中※、および DOPE ベシクル中の
転写反応量 
グラフの縦軸は蛍光強度(RNA 合成量)、横軸はベシクルの直径
(30~110 m)を示す。各グラフのひし形の点(蛍光強度 500 付近に位
置)は、RNA ポリメラーゼを加えておらず転写反応が起こっていな
いコントロールを示している。その他 Mg2+ 5, 10, 15, 20 mM の条
件下で RNA 合成量を測定した。溶液中およびベシクル中の DNA
の状態を模式図に示す。 
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小括 
 
DNA は、DOPE ベシクル中では Mg2+ 存在下で膜表面に吸着した。さら
に Mg2+ 10 mM、スペルミン存在下の水溶液中では凝縮構造をとっていた
DNA が、同条件のベシクル中では PE 膜に吸着して膜上で引き伸ばされた
状態へと構造転移を起こした。また、このような DNA と PE 膜との相互作
用およびそれに伴う DNA 高次構造転移はベシクルサイズに依存すること
が明らかとなった。さらに、ベシクル中で DNA が溶液中と異なる高次
構造をとることにより、転写活性にも影響が現れることが確認された。 
 
Fig. 4 に示した、DOPE ベシクル中で 4 つの状態 (コイルで水相中に
分布、コイルで膜表面に分布、凝縮状態で水相中に分布、コイルで膜表
面に分布 (バルク中では凝縮状態をとる条件)) をとるλzapⅡDNA (43 
kbp) について、RNA 合成反応の有無を調べた結果が報告された (24)。
それによると、コイル状態の DNA からは水相中、膜表面いずれも合成
された RNA が確認され、凝縮状態では RNA は確認されないと報告さ
れており、今回の実験で得られた結果とも矛盾しない。 
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第一章の結論 
 
細胞は、様々な種類の大きな分子、小さな分子を内封し、様々な反応が
起こるマイクロメートルスケールの閉じられた空間である。これらの分子
反応のほとんどは高分子複合体の形成と Ca2+、Mg2+、NTP といった小さい
分子が高分子に結合することに伴って進む。それらの分子反応の特性や駆
動力、細胞内で起こっている法則を明らかにするために、バルク中だけで
なく細胞サイズの空間で実験することは有効であると考えられる。 
過去 10 年間広範囲にわたって開発されてきた単一の生体細胞の研究は
(25-27)、これらの分子反応の細胞サイズの特性を決定する一つの方法である。
近年もう一つ、実験的に簡単な細胞モデルを再構築し、細胞環境における
分子反応を再構築するアプローチも行われている(8-14)。これらのベシクル
は、様々なタンパク質と生化学反応成分(14) をカプセル化するためにも使用
することができる。本研究で使用したアプローチ、細胞サイズのベシクル
を用いて細胞環境における分子イベントを研究することは、生きた細胞シ
ステムの特性の新たな洞察やより深い理解につながると考えられる。  
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第二章 リン脂質二重膜の相分離に伴う DNA の高次構造転移 
 
細胞膜は様々な種類のリン脂質、グリセロール、コレステロールから構
成されている。膜内でのこれらの脂質の分布は一様ではなく、ラフトなど
様々なマイクロドメインが動的に形成されることが明らかになっている 
(28-31)
 。ラフト構造上では細胞分子反応などが行われ、表面細胞と細胞内膜
の重要な要素である (32-34) 。 
ここでは、飽和アシル鎖・不飽和アシル鎖を持つリン脂質とコレステロ
ールの三種類の分子から形成される GUV (≥ 1 m) を使用した。2 つのマイ
クロスケールのドメインの相分離により、飽和リン脂質が豊富な液体無秩
序相 liquid-disordered phase (Ld)と、不飽和リン脂質とコレステロールが豊富
な液体秩序相 liquid-ordered phase (Lo)が形成される
(35-38)。膜上で別の相が共
存した GUV は、細胞膜の機能の中でも不均一構造の役割を研究するため
のモデルとしての役割を果たす。本研究では細胞膜の組成を模倣して、ホ
スファチジルコリン(PC)、ホスファチジルエタノールアミン(PE)、コレス
テロールから構成された GUV を作成し、長い DNA 分子と膜の相互作用に
おける GUV の相分離の影響を調べた。 
GUV は水和法(39) により作成し、構成成分は DOPC、DOPE または DPPE 
(dipalmitoylphosphoethanolamine)、コレステロール(chol)とした。GUV のド
メイン構造を明らかにするため、Ld 相に分布する Rhodamine-DOPE 
(headgroup に蛍光標識)を加えた(37,40)。 
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Fig. 11. 三成分混合リポソーム 
A; DOPC/DOPE/cholesterol 3:3:3.5  B; DOPC/DPPE/chol 3:3:3.5 
それぞれ Rhodamine –DOPE を 0.06 
第一節 三成分から構成されるリポソームの調製 
＜DOPC/DOPE/chol、DOPC/DPPE/chol＞ 
 
水和法により、DOPC/DOPE/chol、および DOPC/DPPE/chol から構成
される 2 種類の GUV を調製し、それぞれの GUV について、共焦点蛍光顕
微鏡により室温で観察した(Fig. 11)。GUV のドメイン構造を明らかにする
た め に 、 Ld 相 に 分 布 す る Rhodamine-DOPE を 加 え て い る 。
DOPC/DOPE/chol から成る GUV は液体無秩序相  (Ld)一相となり、
DOPC/DPPE/chol から成る GUV は不飽和リン脂質 DOPC が豊富な Ld 相
と飽和リン脂質 DPPE とコレステロールが豊富な液体秩序相 (Lo) の 2 つ
のドメインに相分離した。 
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第二節 膜の相分離と T4 DNA の吸着 
 
第一節で作成した二種類の DOPC/DOPE/chol、DOPC/DPPE/chol の三
成分系リポソーム溶液 (Fig. 11) に、YOYO-1で染色したT4 DNA とMg2+ 
(0 mM, 2.5 mM) を加え、リポソームのリン脂質膜の状態と DNA の分布
を共焦点蛍光顕微鏡により観察した (Fig. 12) 。 
Mg2+ 0 mM の条件下では、いずれのリポソーム溶液中においても DNA
の膜への吸着は確認されなかった。Mg2+ 2.5 mM では、室温で三成分が均
一相となるリポソーム(DOPC/DOPE/chol)では、DNA の吸着は確認され
なかった。一方、室温で二相に分離するリポソーム(DOPC/DPPE/chol)で
は、DPPE の豊富な Lo相にのみ DNA が吸着した。 
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Fig. 12. GUV の相分離と DNA の吸着  
A, C  Mg2+ 0 mM，  B, D  Mg2+ 2.5 mM  
(a) Rhodamine-DOPE：Ld 相を示す 
(b) DNA：YOYO-1 で染色                      (scale bar 5 m) 
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第三節 GUV の相分離と T4 DNA の高次構造  
＜DNA の一分子観察＞ 
 
DOPC/DPPE/chol のリポソーム溶液に Mg2+ 2 mM, スペルミン 150 M
存在下、凝縮状態の T4 DNA 分子を加えて観察した結果を示す。 
Fig. 13 では、スペルミン存在下、溶液中と DOPC/DPPE/chol GUV 上
の個々の T4 DNA 分子をリアルタイム(33 ms/frame)で観察した。T4 
DNA 分子の蛍光顕微鏡画像と、蛍光強度の 3D 画像を示す。左側の凝縮し
た DNA 分子は溶液中でブラウン運動をしており、この DNA 分子の蛍光
強度は非常に高い (Fig. 13a, b)。画像の右側は、GUV の表面に広がった
状態で吸着した三分子である。これら三分子の DNA は蛍光強度が低い。
さらに、溶液中と GUV 上の DNA 分子それぞれ 20 分子以上について蛍光
強度と長さを計測した (Fig. 13d) 。 
溶液中で観察したすべての DNA 分子 (25 分子) はすべて、密に折りた
たまれた状態で長さは短く(0.7±0.2 m)、蛍光強度は高かった (1.1±0.53)。 
溶液中のDNA分子はブラウン運動により非常に早く動いており(Fig. 13a)、
左側のDNA分子は 10フレーム (0.33 s) ほどしか画面上に現れなかった。
フォーカスが完全には合わないにも関わらず蛍光強度は非常に高いことか
ら、DNA が非常に高密度な状態であることを示している。一方、GUV 上
の DNA 分子は、バルク中の DNA 分子に比べて長く、また平均蛍光強度
は低く明らかに異なっていた。溶液中の DNA は密に凝縮されていたが、
GUV 上の DNA 分子は、非凝縮または部分的凝縮状態であった。このため
DNA の長さには幅がある。これらの結果から、溶液中では、T4 DNA はス
ペルミンにより凝縮構造をとっているが、膜表面に吸着することにより高
次構造転移を起こし引き伸ばされた構造をとることが明らかとなった。 
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Fig. 13. a：T4 DNA の蛍光顕微鏡画像 (scale 5 m) b： 蛍光強度を
3D で示した図 c：模式図 左：溶液中に存在する DNA、右 GUV と、
GUV の膜上に吸着した DNA d：溶液中と GUV 上に存在する DNA
位置分子の長さと蛍光強度との相関 
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小括 
 
DNA は、DOPC/DOPE/chol が均一に分布した GUV に吸着せず溶液中
に存在する。一方、DOPC/DPPE/chol から成る GUV で膜の相分離が起こ
り DPPE の多い Lo ドメインが形成されると、DNA は広がった状態で
DPPE の多い Loドメインに吸着した｡ 
DNA の構造は、共存するリン脂質二重膜の相状態に依存するリン脂質
の集合状態に影響を受け、リン脂質膜の相分離が起こり、表面電荷密度が
高い DPPE に富む Lo相が出来た時、表面に Mg2+が配置し、DNA が膜に
吸着したと考えられる。さらに溶液中でスペルミンにより凝縮した構造を
とっていたDNAも膜に吸着すると引き伸ばされた構造へと転移した (Fig. 
14)。 
 
 
 
 
Fig. 14. DOPC/DOPE/chol および DOPC/DPPE/chol GUV における
DNA 存在状態の概念図 
A：三成分が均一に分布した膜とグロビュール状態で溶液中に分布す
る DNA、B：二相に分離した膜と、DPPE 相に吸着して引き伸ばされ
た DNA 
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第二章の結論 
 
負に帯電したセミフレキシブルポリマーである長いDNA分子( ≥ 20－
30 kbp) は、ポリアミンのような縮合剤の影響により、大きな密度変化を
伴う構造転移 (coil ⇔ folded 密におりたたまれた状態) を起こす。ところ
がリン脂質二重膜小胞であるGUVとMg2+が共存すると、スペルミンによ
り溶液中では密に凝縮されていたDNAも、DPPEドメイン上では膜表面に
吸着して引き伸ばされた構造をとった。同様の現象が、第一章で示した
DOPE単層膜で覆われたベシクルでも観察されている。 
Mg2+もしくはCa2+存在下、両性リン脂質膜へのDNAの吸着は、イオン
吸着により引き起こされる。つまり、リン脂質の親水基のリン酸基にMg2+
または Ca2+が付くと正に荷電するようになり、負に帯電するDNAを引き
寄せる(41-45)。そしてDNAが膜に付いた状態を十分安定にするために、膜表
面に広がった構造をとると考えられる。 
膜表面の電荷密度は、DNA－膜の相互作用を決める重要な因子である。
Lo相ではリン脂質の密度がLd相より高くなるため、表面の電荷密度が高く
なると考えられる。また、第一章でも述べたように、リン脂質膜で囲まれ
たベシクル中の実験で、T4 DNAはMg2+存在下eggPC膜には吸着せず、
DOPE膜に吸着した。これと同じように、PEの親水基 (エタノールアミン
基) はPC (コリン基) よりも小さいため、Mg2+存在下DNAはPE膜により
強く結合すると考えられる。相分離により膜上に高い表面電荷密を持つ領
域 (DPPEを多く含むLoドメイン) が出来、その静電気的相互作用により
膜上にDNA分子を吸着させる。さらにDNAと膜のインタラクションは
DNA－膜接触領域が増加することで強くなり、エントロピー的にも有利で
あるため、DNA分子は膜表面に引き伸ばされた状態となると考えられる。 
タンパク質のような高分子が、膜上で酸性リン脂質に結合することで相
分離を誘発することについては、すでに多数報告されている(46-50)。一方、
今回の結果はアシル基の構成が違うために起こった相分離が電荷密度の異
なる領域を生み出すことを示している。そして、膜の相分離に伴うリン脂
質の集合状態の変化は、ドメインへのDNAの吸着と膜上での引き伸ばしを
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誘発した。リン脂質膜の相分離と膜表面のDNAの関係についてのこの研究
結果は、高分子と膜のインタラクションだけでなく、細胞膜のヘテロドメ
イン構造の役割についてより深い知見を与えることになると考えられる。 
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結論 
 
生物の状態は細胞内の状態により決定され、細胞内小器官や生体分子は
必要に応じて異なる位置に配置されている。最近の研究により、DNA に
ついても核内での配置と転写活性との間に関連があることが分かってきた。
膜近傍での DNA の転写活性制御については、ヒストンなどの関連につい
ても明らかになってきているが、まだそのメカニズムは完全には解明され
ていない。モデル細胞系を用いて行った本研究により、膜表面に DNA が
存在することで DNA の状態・活性が異なるといった新たな知見が得られ
た。これらの研究と、本研究を発展させたベシクル中でのタンパク合成に
関する研究で得られた知見が、膜と生体分子の相互作用、リン脂質膜に囲
まれた微小空間内での反応の特異性の解明にとどまらず、細胞内で起こる
反応の解明につながることを期待する。 
 
 
 
 
 
 
 
第一章 第二節から第五節の内容は、Biophys. J 誌(51)に掲載された。 
第二章 第一節から第三節の内容は、J. Phys. Chem. Lett. 誌(52)に掲載され
た。 
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実験の部 
 
転写反応の測定 
 
試薬 
T4 GT7 DNA 、は株式会社ニッポンジーン、東京より、UTP-γAmNS
は Molecular Probes より、ATP、GTP、CTP (リボヌクレオシド三リン酸
セット)は Roche Diagnostics より購入した。 
KCl 2 M 、MgCl2 1 M は Ambion より 、DTT と E. coli RNA polymerase
は Epicentre Biotechnologies より購入した。 
 
RNA 合成量の測定 
氷冷下で、10 mM Tris-HCl、100 mM KCl 、10 mM MgCl2 、0.1 mM 
ATP、GTP、CTP、0.05 mM UTP-γAmNS、10 mM DTT、0.1 g/mL T4 
GT7 DNA、となるように溶液を調製し、E. coli RNA polymerase (1 U/ L) 
3.0 L を加えた。蛍光分光光度計(HITACHI F-7000) に入れて、転写反応
溶液は 37℃に保ち、0 分、15 分、30 分、60 分、90 分後の蛍光スペクト
ルを以下の条件で測定した。 
Ex: 330 nm, Em: 350-600 nm 
Slit width(Ex/Em):5 nm/2.5 nm 
PMT gain: 400 V 
 
最後に E.coli RNA polymerase を加えた直後に溶液をそれぞれのベシク
ルに封入し、溶液中(チューブ内)、DOPE ベシクル中、eggPC ベシクル中の
条件で、37℃3 時間反応させた。反応後、溶液中で反応させたサンプルも
DOPE ベシクル中に封入した。UTP-γAmNS 法では RNA 合成量に比例して
蛍光強度が強くなるため、それぞれのベシクルを共焦点蛍光顕微鏡により
撮影して蛍光強度を測定した。ベシクルの赤道面上に焦点をあわせて撮影
し、円の中心部 (2/3 半径) の蛍光強度を測定した。 
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T4 DNA の顕微鏡観察・測定 
 
試薬 
YOYO-1 は Molecular Probes Inc., Eugene, OR (USA) より 、スペル
ミン、ミネラルオイル、Tris-HCl 緩衝液、メタノール、クロロホルムはナ
カライテスク株式会社 (京都)より購入した。1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3- 
phosphatidylethanolamine(DOPE)、L-α-lysophosphatidylcholine from 
chicken egg (eggPC)は Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL より購入した。 
 
T4 DNA の蛍光染色 
T4 DNA をインターカレーター型の蛍光色素 YOYO－1 で標識した (T4 
DNA／YOYO-1＝ 10:1 (bp) )。T4 DNA と YOYO－1 の混合溶液を 4℃で
保管した。共焦点顕微鏡による観察では、T4 DNA の濃度を 1μg/L、蛍光
顕微鏡による一分子観察では 0.1 g/L ( =0.15 M)とした。溶液条件は、
10 mM Tris-HCl (pH7.4)、KCl 100 mM、MgCl2 0 mM 又は 10 mM、ス
ペルミン 0 mM 又は 1.5 mM とした。 
 
T4 DNA を内封したベシクル（water in oil droplet）の作製 
リン脂質 DOPE または eggPC を有機溶媒 (クロロホルム：メタノール
＝3:1) に溶かし、10 mM とした。DOPE 溶液 10 mM をダーラム管に入
れ、窒素ガスで溶媒を揮発させフィルム状にし、その後真空で一時間以上
置いた。フィルム状の DOPE に終濃度が 1 mM になるようにミネラルオ
イル 100 L を加え、50℃で 1 時間以上の超音波処理によりリン脂質を分
散させた。DOPE/ミネラルオイル 100 L に T4 DNA 溶液 5 L を添加し
た後、ピペッティングによりベシクル(water in oil droplet) を作製した。 
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観察 
水溶液中の DNA 観察では、DNA のガラスへの吸着を防ぐため、スライ
ドガラスは 500℃で 20 分焼いたものを使用した。30×40 mm スライドガ
ラスに両面テープを貼り、18×18 mm スライドガラスを乗せ、チャンバー
を作成した。スペルミン、DNA のガラス面への吸着を防ぐために、横の
隙間からサンプルの DNA 水溶液を入れて共洗いした後、DNA 水溶液を入
れて観察した。 
 
w/o ベシクルの観察では、ベシクルの吸着が起こりにくいシリコンコー
トスライドガラス (20 mm×20 mm；マツナミ) を用いた。シリコンコー
トスライドガラスに両面テープを貼り、上に 18 mm×18 mm スライドガ
ラスを乗せ、チャンバーを作成した。横の隙間から w/o ベシクルの入った
ミネラルオイルを入れて観察した。 
 
共焦点レーザースキャン顕微鏡による観察 
ZEISS LSM510 (対物レンズ×40) により観察した。撮影条件を以下に
示す。 
励起光：アルゴンレーザー 488 nm、ダイクロイックミラー：HFT 488、
蛍光フィルター：BP 505-550 
 
超高感度カメラを用いた蛍光顕微鏡下の T4 DNA の一分子観察 
T4 DNA の高次構造を観察するために、高感度カメラ (EM-CCD、
EB-CCD) により、蛍光顕微鏡 ( (Nikon TE2000-U)  ×100)、フィルター
(GFP-3035B-NTE) を用いて T4 DNA 一分子の蛍光のリアルタイム画像
を撮影した。 
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5m 
Fig. 15. 溶液中の T4 DNA の長軸長の測定法 
 
DNA の長軸長の測定 
溶液中 
 溶液中の T4 DNA にピントが合って 5 秒以内に、Long-axis length が最
も長く見えるところで長さを測定した(Fig. 15)。 
 
 
 
 
 
ベシクル中 
直径 20~60 m の DOPE ベシクルを観察してベシクル中の T4 DNA の
分布と長さを計測した。水相中に分布する DNA は溶液中と同様に計測し
た。膜面上に分布する DNA のうち、ベシクルの上面と底面に存在する T4 
DNA については、全体像が確認できる分子の長さを計測した。赤道面上
の T4 DNA については、両端が確認できる分子の長さを計測した(Fig. 16)。 
 
 
 37 
 
 
相図の作成 
スペルミン (0, 0.5, 0.8, 1.0, 1.5, 1.8 mM) 、Mg2+ (0, 2, 3, 5, 7, 10 mM)
の条件で実験を行った。直径 20 ~ 60 m の DOPE ベシクルを蛍光顕微鏡
により観察し、それぞれの条件で 20 個以上のベシクルについて DNA の状
態と分布を調べて相図を作成した。 
 
ベシクルサイズの効果の評価 
スペルミン 1.5 mM 、Mg2+ 10 mM の条件で実験を行った。直径 20 ~ 
200 m の DOPE ベシクルを共焦点蛍光顕微鏡により観察し、DNA の分
布を評価しグラフを作成した。 
 
プラスミド DNA との比較 
T4 DNA もしくは linearlized plasmid DNA pTRI-Xef (Ambion より購
入)を、Mg2+ 10 mM の条件でベシクルに封入して実験を行った。直径 20 ~ 
40 mのDOPEまたは eggPCベシクルを共焦点蛍光顕微鏡により観察し、
DNA の分布を確認した。 
 
 
Fig. 16. ベシクル中の T4 DNA の長軸長の測定
法 
 
上面・底面 
赤道面 
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リポソームの作製 
Dioleoylphosphatidylcholine (DOPC) 、 Dioleoylphosphatidylethanolamine 
(DOPE)、Dipalmitoylphosphatidylethanolamine (DPPE)、cholesterol (chol)、
MgCl2 、KCl は和研薬株式会社、大阪より購入した。蛍光リン脂質
rhodamine-DOPE は Avanti Polar Lipid Inc., Alabaster, AL (USA) より購入し
た。 
共焦点顕微鏡による観察では、T4 DNA 1 g/L ( = 1.5 M)、MgCl2 0 mM
又は 2.5 mM とした。蛍光顕微鏡による一分子観察では T4 DNA 0.1 g/L 
( = 0.15 M）、MgCl2 2 mM、スペルミン 150 M とした。 
 
DOPE、DOPC、DPPE、コレステロールを有機溶媒(クロロホルム：メ
タノール＝3:1)に溶かし、10 mM とした。それぞれの溶液から①
(DOPC/DOPE/コレステロール 3L/3L/3.5L)  ② (DOPC/DPPE/コ
レステロール 3L/3L/3.5L) をダーラム管に入れ、窒素ガスで溶媒を
揮発させフィルム状にし、その後真空で一時間以上置いた。フィルム状の
DOPE に milliQ water 1mL を加え、①37℃で 3 時間 ②65℃で 2 時間 水
和しリポソームを作成した。 
 
共焦点顕微鏡による観察 
2 つのレーザー(488 nm (YOYO-1)、543 nm (rhodamine)) をサンプル
にあて、 rhodamine-DOPE (a) と T4 DNA (b) の画像を撮影した。焦点
はそれぞれの GUV の上表面に合わせ、slice 5.5 m で撮影した。 
 
蛍光顕微鏡による一分子観察 
T4 DNA 分子の蛍光画像は EM-CCD カメラで撮影した (33 ms/frame) 。
焦点は GUV の赤道面上とした。 
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